































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































modes  proposed  by  the  algorithm  are  within  2  Å  root  mean  square  deviations  (RMSD)  to  the 
experimental binding modes of crystal structures [182]. Furthermore, docking simulations are based 
on  models  and  algorithms,  and  obviously  must  be  validated  with  experimental  data.  For  these 
reasons, and to demonstrate the possible industrial production of the enzyme, the selected enzymes 
have been produced and purified in a heterologous expression system.  

























As  reported  by  other  studies  [169,  231],  an  adequate  amount  of  copper  is  required  for  laccase 


















































partially  purified  by  a  single  Hi‐trap  step.  The  activity  of  the  fractions  of  the  two  purifications 
revealed higher values in the purified BMM laccase (26.65 UI/L, 0.23 UI/mg), in comparison with 
values obtained from the MM culture (16.5 UI/L, 0.17 UI/mg).  











induction  (between  the  third  and  fourth  day).  Other  flask  tests  led  to  similar  results:  Guo  and 





increasing  the  initial  concentration  of  ammonia  and  phosphoric  acid.  It  is  reasonable  that  the 
nitrogen concentration could promote the expression of the protein, not only by supporting growth 

































number  of  added  sugar  units  is  quite  random,  and  generate  a  pool  of  protein  with  different 
molecular weights, usually hyper‐glycosylated [241].  








cultivation  temperatures  [231,  234].  It  has  been  previously  reported  that  a  lower  cultivation 
temperature improves the production of heterologous protein in E. coli systems, which has been 
attributed  to  aggregation  problems  at  higher  temperatures  [242]]:  lowering  the  cultivation 
temperature is habitually used for raising the amount of properly folded protein. Also Cassland and 
Jönsson  [243]  reported  the  improvement  of  T.  versicolor  laccase  expression  in  S.  cerevisiae  by 
lowering the temperature.  
Cultures were first grown at 30 °C in BMGY medium (preculture phase) and then the same amount of 




























































low  level  of  methanol.  Several  other  complex  feeding  schemes  were  developed  by  using  the 





This  test  was  the  last  one  presented  among  preliminary  tests  set  up  to  find  the  proper  culture 













































































































































































































































































































































The  laccase  production  described  in  the  current  study  could  probably  be  enhanced  by  further 
optimization of medium and culture conditions, especially by means of controlled conditions in a 
bioreactor  instead  of  using  shake‐flasks.  However,  the  main  objective  of  this  work  was  not  to 



































































































two  chemical  structures,  and  was  not  able  to  assess  the  real  catalytic  activity.  Particularly,  the 
simulation  failed  to  model  the  behaviour  of  M6  mutant,  whose  folding  stability  was  probably 
affected by mutations. These results validate the synergic approach of rational design assisted by 
computational docking simulations.  

























involves  mostly  testing  laccase  breakdown  of  common  aromatic  dyes.  This  test  is  based  on  the 